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NEURONAZ. KXPRIMIERTE TRYPTOPHANHTOROXYIiASE . UND IHRE VERWENDUWO 

Die vorliegende Erfindxmg betrifft neue spezifisch neuronale 
• exprimierte Proteine mit Tryptophanhydroxylaseaktivitat ^ Nu- 
kleinsauresequenzen/ rekombinante Nukleinsauremolekule, ent- 
/C^) ' haltend die Nukleinsauresequenzen oder Vektoren, enthaltend 

• die Nukleinsauresequenzen oder die rekomblanten Nukleins^ure- 
molek&le, di© fiir eine neuronale Tryptophanhydroxylase kodie- 
ren.. 

Die Erfindimg betrifft aulSerdem tranegene Organismen enthal- . 
tend die KPuklelnsaureeequenzen, die rekotnbinanteii Nukleins&u- 
remolekdle oder die oben genannten Vektdren eowie mono- oder 
polyklonale Antik6rper/ die gegen die isolierten Proteine ge- 
riciitet sind, 

Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der- Nukleinsaure- • 
sequen2:en und Proteine zur Diagfiose, Pradisposition, Therapie 
und Monitpring von neuronal en Erkrankixngen . 

Mdgliche Aawendungsgebiete der Erfijidixag sind uhter anderem 
die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 
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STAND DER TECJHNIK 

Serotonin let nicht nur ein Meuro transmitter im zentraleix Ner- 
vensyBtem (CKTS) , sondern auch ein ttberall in der Periphearie zu 
findendes Hormon, das in dia Vasokonstriktion und Thrombo- 
sytenfunktion einbezpgen tst, Tryptopharihydroxylase iat das 
geschwindigkeitsbestimmende Bnzsym in der Serotoninbioayzit:lie©e , 
Serotonin (5 -hydroxy tryptamin, 5-HT) ist ein monoaminergener 
Neurotransmitter, der an mehrfachen Aspekten der- Stimmungs- 
steuerung nnd der Regulierung des Schlafs, def Angst, des Al- 
koliolismus, des DrogenmisBbrauchs, der Nahru^gsaufnahme und 
des eexuell en Verbal tens (J, Veens tra-VanderWeele, G. M. An- 
derson/ E. H. Cook Jr. ^ Sur. J. Pharmacol. 410, 165 (2000)) 
. mit Tryptophanhydroxylase (TPH; EC 1.14.16:4) .als geschwindig- 
keitsbegrenzendes Enzym der ersten Stufe bei seiner Biosynthe- 
se beteillgt ist (P. F. Fitzpatrick, Annu. R&v. Bxoctiem. 68, 
355" (1999))- Das TPH-Enzym geh6rt zur Superfarailie der arcDma- . 
tischen Aminosaurebydroxylasen (P. F-, Fitzpatrick, Annu, JRev. 
Bioah&m. 68, 35S (1999)), zusaramen mit Pbenylalaniri- (PAH) und 
Tyrosinhydroxylasen (TH) . 

Das serotonergene Projektiorissystem ist das umf angreichste mo- 
noaminergene. System im Him der Wirbeltiere, ist jedoch aiioh 
am schwierigaten zu untersuchen. Die Wurzeln dieses Systems 
sind auf wenige selektiv 5-HT synthetiech erzeugende Neuronen 
im Mittelhim, Pons und der Medulla oblongata, die insgesamt 
die' verschiedenen Gruppen der Nuclei Raphe B1~B9 darstellen, 
beschrankt (A. Dahlstrom, K. Fuxe, Acta Physiol, Scand. 6S : 
Suppl. 232, 1 (1964)), Des weiteren stellt 5-HT ein Zwisctien- 
produkt in der Biosynthese des Hormone Melatonin dar \jind ciaher 
exprimiert die Epipbyse bei einer 24-StundenBteuerung mit ma- 
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xlmaler Aktivitat in der dunklen Periode (or, M. Miguez, f. j. 
Martin^ Aldegunde, Neurochem. i?ea. 22, 87 (1997)) die h6ch- 
St en Mengen an TPH» 

Aufier im Him und in der Bpiphyae wurde TPH in enterisclien 
Neuronen (E. Fiorica-Howells, Maroteaijx., M. .D. Gerehon, vJ. 
N&urosci. 20r 294 (2000)), praimplantierten Embryon^n (D , J. 
Walther, M. Bader, Mol. Brain Res. SB, 55 (1999)), Mastzellen 
(L. M. PinoccKiaro ee >al: or. interferon Res. 8, 70S (1988).) 
und am auf f allendsten in Eaterochromaf f inzellen deB Mageii- iind 
barmtraktes entdeckt (L. J. Weber, A, Horifca, Biachem. PAarma- 
col. 14/ 1141 (1965)) . Von diesen Zellen wird angenommen, dass 
aie die Quelle von 5-HT im Blut sind, wo es fast aussclil±efi- 
lich in dichten Lagervesikeln der Thrombozyten (J, ChampdLer et 
al.' Life Sci. 60, 2191 (1997)) eingelageft ist. B-HT ist in 
verechiedene Prozesse im peripheren Geweb© einbezogen, w±e Re- 
gulierung dee vaekularen Tonus *(M, M. Rapport, A. A. Green, I.. 
H. Page, *J. Biol, Chem. 176, 1237 (1948)), der Darmmotil±tat 
• (M. D* GersJion, AXiment. Pharmacol, Ther. 13, 15 (1999))^ der 
primaren Hamostase (J. M. Holland, Procf. Exp. Biol. Meet. 151, 
32 (1976)) und der zellvermittelten Inimunreaktionen (G, E>J Ge- 
ba et &1* J". Jnnnunol. 157, S57 (1996)). Da die 5-HT-Mengen im 
Him und der Peripherie mit der TPH-Aktivitat direkt vertounden 
Bind, ist das Verstandnis der TPH-Expreasion und RegulatdLon 
ein wichtiger Schritt zur Aufklftrung der Pimktionen von 5-HT 
im ZNS und im peripheren Gewebe. 

MANGBL DBS STANDS DER. TECHNIKl 

Vom Vorhandensein von TPH mRNA und Protein im ZNS von Wirrbel- 
tieren wurde mehr als zehn Jahre berichtet, die Daten warden 
jedocn unvereinbar. In der Epiphyse und den Nuclei Raphe (S. ' 
Dumas, M. c. Darmon, J. Delort,' J. Mallet, J. Neurosci. Res. 
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24, 537 (1989), R. P. Hart, R. Yang, L. A. Riley, T, L. Green, 
Mol* Cell. Neuroacl. 2', 71 (19911) wurden z, B. verschiedene 

i 

mRNA- zu Proteicimengen entd^ckt ; vergleichbare TPH- 
Profceinmengen sind in Nuclei Raphe und in der Epiphyse vorhan- 
den, w^brend die raRNA-Mengen zumindeat 1000 Mai hoher in letz- 
terer sind (F, Chamas, L. Serova, E. L- SaBban, Neuroacl,- 
Lett. 267, 157. (1999)), Diese Unterschiede in den Protein- 
mRNA-Verh&ltnissen warden in alien Studien den verschledenen 
Translationsleistiingen von mRNAs, die in der 5*- 
riichttranslatierten Region unterschiedlich gespleifit; warden,, 
zugeechrieben . 

(TJ^^^ • Es gibt jedoch ©eit caehr als dreiSig Jahren Nachweiee der Bxi- 
^^Hk stenz verschiedener TPH-Isoformen (C. D. Caeh, Gexi. Pharm&c, 

. 30, B69 (1998), ,21. S. M. Mockus, K. E. Vrana, J". Mol. Neu- 

roscl^ 10, 163 (1998)) in der ' Literatur ; a) in Reinigungever- 
fahren wurden zwei Aktivitatsspitzen in Hirnhomogenaten (H. 
Nakata, H, Fujisawa, Eur. J. Blovhem. 122^. 41 (1982)) entdeckt 
xond partiell gereinigte Enzyme mit eindeutigen biochemischen 
Eigenschaf ten wurden, beschrieben in AbhSngigkeit von den ana- 
lysierten Geweben (D. M. Kutm, M. A. Meyer, w, Xiovenberg^ 
Arch. Biochem. Biophya* 199, 355 (1980)), b) die erslie Genera- 
tion von Antik6rpem gegen TPH/ gereinigt von einer Mausema- 
stozytotnzelllinie (P815) ^ hat mit der Him-TPH nicht flberkreuz 
reagierfc (H- Nakata, H. Fujlsawa, Eur. J. Bloch&m. 124L, 595 

CD^^ (1982))/ obwohl das derzeit im Handel erhaitliche Antikdrper 
^^^B tun. Bisber wurden diese Krscheinungen mit verschiedeiien Pbos- 
phorylationszustSnden der Proteine (C. D. Casb, Gen. Pharm&c.^ 
30, 569 (1998)) erklart: 

Eine fundi erte Brklftrung fur die genaxinten, unfcerscbiedlichen 
mRNA- und Profceinmengen, sowie die widerspriicfalicben Daten 
fehlte jedoch. Dies ist in vorliegender Erfindung gelungen. 
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AUFGABB -IidSUNGSZUSAMMENHANG 

Vorliegend wird durch ^Gene targeting" eratmals gezeigt/ daes 
Serotonin unabhangig von zwei verschiedenen Tryptophanhydroxy- 
laseieoenzymen in peripixeren Geweben und Neuronen synthetiscth 
hergestellt wird. Desweiteren wird erstmalig eine spezifisch 
neuronal© Tryptophanhydroxylaseisof orm identif iziert - Obwohl 
die Aminos auresequenzen der zwei Tryptophanhydroxylasen hoch 
homolog zueinander sind/ zeigen die Gensequenzen nur eine ge- 
rlnge Ahnlichkeit/ was erklS.rt, warum die neuronals Trypto- 
phanhydroxylase (im folgenden als snTPH bezeichnet) jahrzehn- 
telang unentdeckt blleb. • 

Die Isolierung der spezifsch neuronal exprimierten snTPH kann 
fUr die Bnfcwicklung und Bereitstellung von neuen Prdparaten 
zur Behandlung von neuronalen/psychiafcrischer Krankheiten 
niitzlich sein. 

Demzufolge ist es eine wesentliche Aufgabe der vorliegenden 
Erf indung, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem neuronale 
und . f)sychiatxi'6GhQ Krankheiten durob die Beelnflussung des 
Serotoninetof fwecbeel durcb Ver&nderung der Menge/Aktivitat 
von enTPH behaiadelt warden. Perner ist es eine Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, Nukleinsauremolek-aie und Isoform- 
spezifische Inhibitoren/Aktivatoren bereitzuatellen, die filr 
die Herstellung von pharmazeutischen Pr^paraten zur Behandlung 
.von neuronalen Erkrankungen und fHx die Diagnose, derselben 
durch Beeinf lussurig des Serotoninstof fwechsels durch enTPH 
eingesetzfc werden kdnnen. Weitere Aufgaben der Brfindung erge- 
ben eich aus der folgenden Beschreibung. 
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Diese Aufgaben werden diirch die Gegenstande der laxiabhangigen 
AnsprGche, insbesondere basierend auf dar Bereitstellung der 
erf indungsgemi.l5en DNA-Sequenzen, deren Genprodukte uimiittelbar 
!5ur Beeinflussung des neuronalen Serotoninstof f wechsels ei»ge- 
setizt werden koxinen, gelSst . 

Vprteilhafte Ausgestaltungen sitid in den Unteraixspr^ichen defi- 
niert ♦ 

Eb ist bei der vorliegenden Brfinduuag iUDerraechenderweise 
erstmals gelungen, Niikl^insauremolektile bereitzuiatelien, die 
/ ein Protein mlt der enzyinatischen Aktivitat einer neuronalen 
JCryptoplianhydroxylase (snTPH) kodieren. Zur UntereuchTOg der 
^^^^ physlologischen Auswirkixngen des Verlustes der 5-HT-Synthese 
wurlden iwauee mit einem genetischien Mangel an tph gezftchtet. 
Obwohl ein letaler Ph&notypu^ diese.r genetischen Manipulation 
erwartet wurde, wie das fur Tiere mit einem Mangel an TH (Q* 
y. Zhou, C. J. Quaife, R. D. Palmiter, Nature 374, 640 (1995)) 
festgestellt vmrde, wurden uberraschenderweise lebensf ahige, 
hotnozygote TPH-Knockout-M^use (TPH (-/-)) erzeugt . Diesen MSu- ' 
sen mangelt es an 5-HT in der Peripherie. Es konnte erstmailig 
f es.tgestellt werden, dass der Wirkungeniechanismus von 5-HT bei 
der primaren H&mostase die Freisetzung des Von-Willebrand- 
Paktors bedeutet (vWf ) . V611ig tmerwartet tritt jedoch nur ei- 
ne geringe Verminderung der stabilen 5-HT-Mengen iii den klas- 
eiechen serofconergenert Hirnregionen von TPH(-/-)Mausen auf, 
was. zur Identlf iziarung einer TPH-Ieoform f<ihrte, die apeziell 
in ' den Neuronen expr itniert wird • . 

Die vorliegende Erf indung umfaaat somit elne rekombinante Mu- 
kleinsauresequenz, die fur ein ' Polypeptid mit neuronaler Tryp- 
tophanbydroxylaseaktivitat kodiert, ausgewahlt . aus der Grupp©: 
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a) elner Nuklelnsiiireaequenz mit der in SEQ ID No: i, seq 
ID no: 3 Oder SEQ ID No: 5 (DWA-SEQUENZ MENSCH, MAUS 
RATTE) dargestellten Sequenz oder Fragmente davon, 

b) Nuklelnsauresequenzen, die sich als Brgebixi^ des dege- 
nerierten genetischen Codes von der in SBQ ID Noj 1, 
SEQ ID no: 3 Oder SBQ ID No: 5 dargestellten Nuklein- 
sauresequenz ablaiten Oder Fragmente davon, 

c) Derivate der . in SBQ id- No, 1, SEQ id No: 3 oder Seq id 
no: 5 dargestellten NukleinsSureseguenz, die fOr die 
Polypeptide mit der in" SEQ id No: 2, SEQ ID No: 4 oder. 
SEQ ID No: 6 (AMINOSAURESEQUENZ MBNSCH, MAUS, RATTE) 
kodieren und mindeatena 80% Homologie auf Aminosaure- 
ebene aufweiaen, ohne dalS die biologische Aktivitat der 
Polypeptide weeentlich reduziert ist, 

d) .elner humanen genomischan Nukleinsaureseguenz, welche 
das Gen fto sn-TPH enthalt nnd Pblymorphismen aufweist, 

Bs ist festzuhalten, daS der.Begriff "neuronale Txyptophanhyi 
droxylase" (sn-TPH) im Anmeldungstext alle Peptide und Protei- 
ne mit Tryptophanhydroxylaeeaktivltat einschliefien soil. 

• Dlese Nukleinsauren lassen sich in eukaryoiitischen und proka- 
ryontiechen Organismen bevorzugt Mammalia, wis Homo sapiens. 
.(Mensch), Rattus norvegiCTis (Ratte) oder Mus musculus (Maue) 
finden. Diese NukleinsSuren kodieren fiir die AminoeSuresequen- 

'^^'^ ®=Q ID NO: 2 (Homo sapiens) , SEQ ID No: 4 (Mus muscu- 
lus) Oder SEQ ID No: 6 (Rattus norvegicus) . • 

Dieae Nukleotidsequenzen werden im folgenden als snTPH-G^ie ' 
und ihre Homologen, die AminosSuresequenzen als enTPH und ihre' 
Homologen bezeichnet. 

Die erf indungsgemaEen Niokleinsaureeeguenzen, die fur die oben 
beschriebenen Proteine kodieren, insbeaondere f^ir aolche mit 
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der in SEQ ID.No: .2, SBQ ID No: 4 oder SEQ id No: 6 darge- 
stellten Primarstruktur . Die NUkleinsauresequenz aws Homo sa- 
piens ist in SBQ ID No: 1 und aus Mus traiaculus in SEQ ID No: 3 
und aus Rattus norvegicua in SBQ ID Noi 5 dargestellt. Nach' 
isoliarung und Sequenzlerung sind die erf indungsgeniaSen Nu- 
kleotidsequenzen in SEQ ID No: 1, SBQ ID No: 3 oder S^Q ID Nos 
S Oder deren fxinktionelle Jlguivalente wie z.b. Allelvarianten ' 
exuaitlich. unter Allelvarianten sind in seq id No: i, seq id 
No: 3 Oder SEQ ID No: S-Varianten zu veretehen, die 60 bis 
100% Homologie auf AminosSureebene (=Ideiititat) , bevorzugc 70 
•bis 100 besonders bevorzugt 90 bis' 100% aufweieen. Allelva- 
rianten . umf as sea insbesondere solche funktionellen Varianten, 
die durch Deletion, Insertion oder Substitution von Nukleoti- 
den aus der in SBQ ID. No:. 1, SBQ ID Nos 3 oder SBQ ID No: 5 
dargestellten Sequenz erhaitlich sind, wobei wenigstens eine 
der wesentlichen biologiechen fiigenschaf ten erhalten bleibt. 

Homologe oder sequenzverwandte Nukleineauresequenzen koimen • 
aus alien Saugerspeziea einachliaisiich Menacb nach gangigen 
Vexfahren zum Beiepiel mittels Homolbgiescreening durch Hybri- 
disierung mit einer Probe der erf indungsgemaSen Nukleinsaure- 
sequenzen Oder Teilen davon ieoliert werden. 

Hybridisierung bedeutet im Rahman dieser Erfindung eirie Hybri- 
dislerung unter konvSntionellen Hybridisierungabedingungen 
vorzugswelse unter stringenten Bedingungen, wie sie beispiels- 
weise in Sambrook et al. (Sambrook et al. 1989. Moleeular 
Cloning: A Labpratory Manual. 2. Auf lage' Cold Spring Harbor ■ 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New. York) beachrieben 
sind. *. • ^ . • 

unter Standardhybridisierungsbedingungen aind beipsielsweise" 
3 e nach NukleinaSure Temperaturen zwischen 42«»C und 58 "c in 
einer waserigen PufferloBung mit einer Konzentration zwischen 
0,1 bis 5 X SSC (1 X SSC - 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , 
PH 7,2) Oder zuaatzlich i„ Gegenwart von 50% Formamid, wie 
beispielsweise 42 in 5 x ssc. 50% Formamid zu veratehen 
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DNA-Sequenzen, die mit den DNA-Seguenzten hybridialeren,' welche 
BiiTPH kodieran, kfinnen z.B. aus genomischen Oder cDNA- 
Bibliothefcen belieblger Vertebraten, bevorzugt Mammalia, die 
die erf indungsgemacen DNA-Sequenzen besitzen, isollert werden 
Die Identifizierung und Isolierung derarfciger DNA-Sequenzen ' 
kaxm dabei z.B. unter Verwendung von DMA-Sequenzen erfolgeri, 
die exakt oder im wesentlichen die in SEQ id No: 1, SEQ ID No: 
3 Oder SEQ ID No: 5 angegebene DNA-Sequenz oder Teile davon 
aufweisen, bzW. der reversen Kompiemente dieser DNA-Sequenzen, 
2-B. mittela Hybridieiening nach Standardverfahren (s. 2 B ^ ' 
■Sarnbrook et ,a. (1989), vide siipra) . Bei den als Hybridisie- 
rungssonde verwendeten Fragmenten kann es eich auch um aynthe- 
tiseha Pragmente handeln, die mit Hilfe iiblicher Synthesetech- 
niken hergesteiat wurden imd deren Sequenz im wesentlichen mit 
emer der oben erwahnten snTPH-sequenzen oder einem Teil davon 
toereinstimmt . 

NukleinB^uresegufinzen, die ein Protein mit der biologiacben 
Aktivitat einer neuronalen TryptophanhydroxylaeS kodieren, um- 
fassen auch DNA-^Sequenzen, deren NUklelnsauresequenzen zu ei- 
ner der voretehend beechriebenen Nukleinsfiuresequenzen degene- 
riert ist. Die Degeneration des genetischen Codes bietet dera 
Pachmann u.a. die MSglichkeit,, die Nukleotidsequenz der DNA- 
.Saguenz an die Codonpraferenz (codon usage) des Zielorganismua 
anzupassen und die Expression dadurch zu optimieren. 

Die oben beschriebenen DNA-Sequenzen umfkasen auch Pragmente, 
• Derivate und allelische Varianten der oben beschriebenen DNA- 

Sequenzen, die ein Protein mit der biologischen Aktivitat ei- 
•ner neuronalen Tryptophanhydroxylaaa kodieren, Unter Fragmen- 
ten warden dabei Teile der DNA-Sequenz veratanden, die lang 
genug sind, um eines der beschriebenen Proteine zu kodieren 
Der. Ausdruck Derivat bedeutet in diesem Zuaammenhang, dasa die 
sequenzen eich von den oben beschriebenen DNA-Sequenzen an ei- 
ner oder mehreren Positionen unterscheiden , aber ^einen hohen 
Grad an Homologie voarweisen. Homologie bedeutet dabei eine Se- 
quenzidentitat von mindestena 25 Prozent,. Insbesondere . eine 
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Identitat von mlndestens 40 Proaent, vorzugeweise von minde- 
stens 60 Prozent/ besonders bevorzugt von flber 80 Prozent und 
' am moisten bevorzugt von dber 90 Prozent . Dabel welsen die 
durch diese DNA-Sequenzen Icodierten Proteine eiiie Sequenziden- 
tit&t zu den in in SEQ ID NO: 2, SBQ ID No: 4 oder SEQ ID No: 
6 angegebenen Aminsoauresequenzen von mindestens 60 Prozent, 
insbesondere mindestens 80 Prozent, vorzugsweise 8S Prozent 
irnd , besonders bevorzugt uber 90 Prozent, 95 Prozent tand 9S 
Prozent auf . Di^ Abweichiingen zu den oben beschriebenen DNA- 
Sequenz^en kdnnen dabei beiapielsweiee durch Deletion, Substi- 
tution, Insertion oder Rekombination entstanden sein. , 

Die erf indungsgemaiSen Nukleinsauresequenzeri oder deren Frag- 
mente lassen sich darvUber binaus auch. zur Isolierung genpmi- 
scher Sequenzen ilber Homologiescreening unter Verwendung der 
oben genannten a/bridisierungsbedlngungen elnsetzen, * 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindxang sind die erfindungs- 
gemdSen ijsolierten Proteine. Daraunter sind Proteine , zu ver- 
stehen, die in SEQ ID No: 2, SEQ id No: 4 oder SEQ ID No : 6 
dargestellte* Aminosauresequenz oder sine daraus durch. Substi- 
tution, Inversion, Insertion oder Deletion von einem oder meh- 
reren Aminosaureresten , erhAltliche Sequenz enthalten, wobei 
wenigstens noch eine der w6sentlichen biologischen Eigenschaf- 
ten des in SEQ ID No : 2, SEQ ID No : 4 oder SEQ ID No : 6 darge- 
stellten Proteins erhalten bleibt. Dabei konnen beispielsweiee 
bestinimte Aminosauren durch solche, mit Shnlichen physikochemi- ' 
schen Eigenscbaf ten (Raumerffillung, Basizitat, Hydrophobizitat 
etc.) ersetzt warden. Eb konnen aber auch eine oder mehrerq 
Aminosauren in ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzugef^igt oder 
entfemt werden oder es k6nnen mehrera dieser Mafinahmen mit- 
einander kombiniert warden. Die solchermasBen gegen-Qber- der 
SEQ ID Nos 2, SBQ ID No: 4 oder SEQ ID No: 6 ver^nderten Pro- . 
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teine besitzen wenigstens 60%, bevorzugt 70 % und besondera 
bevorzugt wenigstens 90% Sequenzidentitat zu den Sequen^en in 
SEQ ID No: 2, SEQ ID No : 4 Oder SBQ ID No: 6 berechnet nach 
dem Algorithmus von Altscbuld eh al. (1990., lT. MoI. Biol^, 
215: 403-4Z0, BLAST- Prograram (derzeit aktuelle Version) fiber 
die gepamte h&nge der Proteinsequenzen) . 

Unter f unktionellen Aquivalenteii der genannten Sequenzen sind 
Nukleinsauren zu verstehen, die fiir Proteine kodieren, die die 
biologische Aktivitat von snTPH aufweisen und mindestens 50 % 
der Aktivitat der unter SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 4. oder SEQ ID 
No: 6 genannten Sequemsen aufweisen. Diese f unktionellen Aqui- 
valente interagieren bevorzugt mit anderen Proteinen, mit de- 
nen sie sogenannte Proteinkomplexe (Proteinheteromere) bilden';. 

Xn einer welteren Ausfflhrungsform gehdrt zu den we sent lichen 
biologischen Bigenschaf hen auiSerdem die spezif ische Bindung • 
von simthetischen oder nattlrlichen Agonishen und Antagonisten 
an die erf indungemaSen Proteine mit deh in seq id No; 2, SEQ 
ID No; 4 Oder SEQ ID No: 6 dargestellten AminoeaureBequenzen - 
Oder deren funktipnelle Aquivalente, deren biologische Eigen- 
schaf ten dadurch ver4ndert oder -modulierf wird. 

Die erfindungggatnaSen Proteine und ihre f unktionellen Varian- 
ten lassen sich vorteilhaf terweise aua dem Gehirn von Mammalia 
wie Homo sapiens (u.a. humane SCLC-zellen, shp-77) , Mus muscu- 
lua Oder Rattus norvegicus iaolieren- 

Weiter betrifft die Erfindung Nukleinsauremolektile, die die ' 
erf indimgegemafien Nukleinaauresequenzen enthalten oder durch 
natilrlich vorkommende oder. durch gentechnigche oder chemische 
Prosieese und Syntheseverf ahren aus diesen entshanden sind bzw. 
von dieaen abgeleitet wurden. Hierbei kann ea sich beiepiels- 
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weise um DllA- oder RNA-Mpleldlle, cDNA, genomische UNA, toRNA 
us w . hande In . 

Weiterhin ist es von Vorteili die erf indungsgemaJSen Nukleln- 
sauren " funktlonell mit mindestens einem genetischen Regulati- 
onselement zu den erf indungegemafien rekomtoinanten Niikleinsau- 
remolekiilen (Expressionskaseette, Genkonstrukt) zxl verkntipfen, 
die die Transkripfcion und, falls erwunscht, die Translation ' in 
der Zelle gewShrleiaten* Dazu werden die erf indungsgem^fien Nu- 
kleinaaureaequenzen ublicherweise mit genetischen Regulations - 
elementen wie Transkriptions- und Tr'anislationssignalen funk- 
tionell verknOpft, Dabei 3<;ann die NukleingSuresequenz in Anti- 
sense odear Sense-Richtung mit einem oder tnehreren Regulations- 
elgnalen verkndpft sein. Diese Verknfipfung- kann je nach ge-* 
wClnschter Anwendung zu einer Erhohung oder Emiedrigung der 
Genesqpression f lUiren*. 

Far die Expression .der in den erf indungsgeraafien rekombinanten 
Mukleinsauremolek-aien anthaltenen DNA-Sequenzen in eukaryonti- 
schen oder prokaryontischen Zellen koramen. grundsStsjlich alle 
natiirlichen Promotoren mit ihren Regulations sequenzen in Fra- 
gs. " 

Dieise regulatorischen Sequenaen bzw, Paktoren kdnnen dabei 
vorzugsweise die Expression positiv beeinf lussen "und dadurch 
erlidhen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Element e 
vorteilhaf terweise auf der Transkriptionsebene erfolgen^ indem 
Starke Transkrlptionssignale wie Promotoren vorhanden sind. • 
Auch ist eine gezielte genetische VerSnderung des natflrlich. 
vor den Sequenzen vorhandenen Promotors vorteilhaf t Weitere 
Regulations signale wie 3" gelegene Terminatoren oder Polyade- 
nylierungesignale oder Enhancer k6nnen funktionell in den re- 
kombinanten NukieinsSuremolekulen Anwendung finden. 
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In jedem Fall- kann der Pachmann geeignete Promotoren der I»ite- 
ratur enfcnehmen oder mittels Routlneverf ahren * aus beliebigen 
Organismen isolleren, 

Perner sind Transkriptlons- bzw. Terminationssequenzen vorhan- 
den, die der korfekten Beendigung der Transkriptlon dienen, 
30w±e der Addition eines polyA-Schwanzes an das Transkript 
dienen kdimen^ dem eine Punktion bei der Stabiligierung der 
Transkripte beigemessen wird. Derartige Blementa sind in der 
Literatur beschrieben und beliebig austauschbar , 

(Q^^^ Weiterhin betrifft die Erf indung die Bereitstellung von Vekto- 
^^^p ren^ umfasseud die erf indungsgemSSe Nukleinsauresegiienz oder 

ein erf indungsgetnaSes rekombinantes Nukleinaa^uremolektil, deren 
Verwendung zur Herstelliing tranegener Organismen mit erbfibter 
Oder emiedrigter Produfction/Aktivitat von snTPH dienen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch Vektoren, iriabe- 
sondere Plaetnide, Koemide, viren, Bakteriophagen und andere[ in 
der Gentechnik gangige Vektoren, die die vorstebend beschrie- 
benen erf indungegemajSen Nukleinsauremolekiile enthalten und 
ggf . fur den Transfer der erf indungsgemafien Nukleinsauremole- 
ktile auf eukaryontische oder prokaryontische* Zellen eingesetzt ' 
werden konnen. - ' • • 

Dariiber hinaus kann daa erf indungsgemafie rekombinanten Nu- 
klelnsauremolekill oder k6nnen die erf indungsgemalSen Nuklein- 
sauren auch in Form tberapeutisch Oder diagiiostisch geeigneter 
Fragmente eacprimiert werden, Zur Gefierierung des rekombinanten ' 
Proteins k6nnen Vektorsysteme oder. Oligonukleotide verwendet 
werden, die die Nxikleinsauren oder * das rekombinante iJuklein- 
sauremolekiil urn bestimmte NukJeotidsequenzen veriangem und 
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damit fxir veranderte Polypeptide kodieren, die einer einf acher 
ren Reinigiing di enen (TAGs) . 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Express ton der erf indTongsgemaiSen Nukleinsauren, ihre- 
rer Allelvarianten, ihrer Homologen, fxanktionellen Aciuivalente 
Oder Deri vat 6, des rekombinanten NtikleinBaur^molekuls oder der 
Vektoren, erm5glichen , Unter Wirtsorganismen ;sind beispiels- 
weise eukryontisch© oder prokaryontische wirtaorgarxismen wie 
Bakterien, Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu 
verstehen. Bevorzugte Organismen sind Bakterien wie Escheri- 
chia coli/ Streptomycesv Bacillus oder Pseudomonas^ eukaryoti- 
sche Mikroofganismen wie Saccharomyces cerevisiae, Aspergil- 
lus/ h6here eukoryotische Zellen aus Mensch oder Tier, wie bei- 
spielsweise die Zelllinien CPS7, NG108-15 und P815. 

Diese transgenen oder rekombinanten Organismen sind dadxirch ^ 
gekeimzeichnet/ dass sie entweder die erfindungegemaSen Nu- 
kleinsSuren, ihre Allelva,rianten/ Ihre Homologen, funktionel- 
len' Aqpaivalente oder Derivafee, das rekombinante Nukleins&iire- 
molekul oder die Vektoren nattirlicherweise nicht enthalten 
Oder nicht an dieseir Stelle im Genom Oder in der Zelle enthal- 
' ten Oder aber dass der natHrliche Promotor der erf indxongsg^mS.- 
ssen rekombinanten Nukleinsauremolekule so genetisch tnaiiipu- 
liert wurde, dass die entsprechenden Gene entsprechend starker 
Oder schwacher exprimiert warden. 

Dabei kann der beschriebene Wirtsorganismus mindestens eine 
erf indungemaiSe Nuklelnsauresequenz oder mindestens ein rekom- 
binantes NxikleinscLureraolek-Qle oder mindestens einen erf in- 
dungsgetn^JSen Vektor enthalten. 



atum 16.07.02 1 1:54 FAXG3 Nr: 548905 von NVS:FAXG3.I0.01 01/03094892271 (Seite 15 von 41) 





15 

Vcprteilhaft kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen 
wie fransgenerx Tleren/zB. M§usen, Ratten, Schafen, Rineiem 
Oder Schweinen zur Expression gebracht werdeii. Auch transgene 
Pflanzen sind dexjJcbar, wobei es slch hier urn Proteingewinnun^ 
durch molecular farming handeln k6nnte. Bei dsn transgenen Or- 
ganismen kann es sich auch urn- sogenannte Knock-Out - Tiere han- - 
deln. . • 

Dabei konnen die transgenen Tier© sine funktionelle odor nicht 
funktione.lle erf indungegemafie Nukleinsauresequenz oder ein 
funktionelles oder nicht funktionelles Nukleinsaurekonstrukt 
enthalten. 

Bin weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die .Vezwen- 
dung der erf indungsgemaiSen NUkleinsauren -oder Telle davon zur 
Gentherapie in S^ugetieren, z.B. Mensch. Auch zu den erf in- * 
dungsgemaiSen NukleinsSuren oder Teilen davon kott^lementare Se- 
quenzen kfinnen zur Gentherapie verwendet warden, -Gentherapie 
umfasBt dabei all© Therapief ormen, die entweder Sequenzen nach 
Anspruch 1 in den Kdrper oder Telle davon elnbringen, Oder die 
Expression von Sequenzen hach Anspruch 1 beeinf lussen^ Dazu 
konnen Oligonukleotide, z,B. Antisense- oder Hybrid-RNA-DNA 
Oligonukleotlde, mit beliebigen Modif ikationen, die Telle der 
Sequenzen gemafi Anspruch. 1 enthalten, benutzt werden. Eben- 
falls konnen virale Konstrukte, enthaltend eine Seiquenz nach 
Anspruch* 1 oder Telle davon benutzt werden. 

Bin weltere vorteilhaf te Ausfuhrungsform ist die Verwendung 
der erf indvuagsgemalSen Nukleinsauresequenzen-, des erf indungsge- 
maiSen rekombinahten MukleinsauremolekiilB oder der erfindungs- 
gem&iSen Aminos^uresequenz zur Identif izierung/Auf f indxing von 
Proteinen, die. zu ©ineni Protein, das durch die Aminos^ureee- 
quenz gemafi Anspruch 2 oder 3 kodiert wird, spezifische Bin- 
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dimgsaff init&ten aufweiaen, oder zur Identif izierung von Nuk- 
reins&uren; die fur Proteine kodieren, die zu einer Aminosau- 
resequenz gemas Anspruclx 2 oder 3 apezif isclie Bindungsaf f ini- 
taten aufweisen.. Vorteilhafterweise werden hierzu das Two- 
Hybrid system oder anderp biochernxschs Verfahren allein oder 
in KonODination verwehdet. Es lassen sich so interaktiongdoma- 
nen des erf indungsgemaSen Proteins und andere konservierte Be- 
reiche und damit pbarmakotherapeutische interventioiiBpunkte 
bestimmen. - 

Daher ist ein weiterer Aspekt der Erfindung die Verwendung des 
Two-Hybrid Systems oder biochemischer Verfahren allein oder; in 
Kombination zur Identif izierung der Interaktionsdom&nen von 
snTPH vxiA die Verwendiing ^ur pharmakotherpeutischen interven- 
tion* 

Eine weitere vorteilhafte Ausffilxrungsf orm der .Erfindung ist 
* die Verwendung einer Nukleinsfturesequenz gemafi Anspruch l als 
Marker f^ir humane Brbkrankhe it en, insbesondere neur'onale Er- 
krankungen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung iet die Verwen- 
dung einea Proteins geTnS.fi Anspruch 2 seiner f unktionellen 
Aqriivalente" oder von Peptidf ragraenten davon ale Antigen zur 
Erzetigung von spezifdechen poly- Oder monoklonalen Antikorpern 
^ _ Oder 'Antik6rpergemischen gerichtet gegen Proteine gemSfi An- 

spruch 2 Oder 3. Mit Antikdrpem sind sowohl polyklonale, 
monoklbnale , humane oder humaniaierte oder rekombinante Anti- 
k6rper oder. Fragmente davon, single chain Antikdrper oder auch 
synthetische Antikdrper gemeint. Unter erf indungegemasen Anti- 
kSrpern oder de:cen Fragmente sind prinzipiell alle Immunoglo- 
bulinklasaen oder ihre Sxxbklassen oder deren Mischungen zu 
verstehen, Als Fragmente seien alle verkurzten oder ver&nder- 
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ten Aiitlk6rperfragmente mlt einer .oder zwei dem Antigen kom- 
plementaren Bindxingsstellen genannfc. Aucli genmanipulierte 
nicbt-verkurzte Fragments kdnnen vorteilhaft verweixdet werden. 
Die Antikfirper oder Fragmente konnen alle-in oder in. Miscliungen 
• verwende t . we rden , 

Die Antikdrpergene fur die gentechnischen Manipulat ion^n las- 
seri eich in einer dem Fachmann bekannten Weise beispielsweise 
aus den Hybridomzellen isolieren. Dazu werden Antikiorper'- 
produzierende Zellen angezogen und die tnRNA bei ausreichender 
optischer Dichte der Zellen liber Zell-Lyse mit Guanidinium- 
thiocyanat, AnsSuern mit Natriumacetat , Extraktion mlt Phehol, 
•^^ — Chloroform/lsoaraylalkohol', F&llungen mit Isot>ropanol und Wa-- 
schen mit Ethanol aus den Zellen in bekannter " Weise i^bliert. 
anpchliefiend wird mit Hilfe der keversen Transkriptase cDMA 
aus der mRNA. synthetisiert , Die' synthetislerte cDNA. kann di- 
rekfc Oder nach genetischer Manipulation; beispielsweise durcb 
site directed mutageneBi©, Einftihrung von In^ertiorten, Inver- 
sioneni Deletionen oder BasenauBtausche in . geeignete tieri- 
sbhe, pilzliche, bakterielle oder virale Vektoren inseriert 
und in den entsprechenden' Wirtsorganismen exprimieirt werden. 

Spezif ische Antikorper gegen die. erf indungsgemalSen Proteine 
kdnnen sicli sowohl als diagnostische Reagenzien als-auch als 
Therapeutika bei Krankheitsbildem, die u.a. durch Veranderun- 
gen dea Serotoninstof fwechsela 'diaraktezrigiert slnci, eignen. 





Die erf indungpgemaSen Nuklainsauresequenzen gemaS Anspanach 1, 
ihre funktionellen Aquivalente, Homologe -oder Derivate oder 
deren Fragmente, die von ihren kodierten Proteinen mit den er- 
f indungsgemafien Aminosaureeequenzen, sowie davon atogeleitete 
Reagenzien {Oligonukleotide, Antikdrper, Peptide) l^onnen zur 
Feststellung einer Pradisposition, zur Diagnose, zxxx Therapie 
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und zum Monitoring von neurologischen Erkrankiingen., insbeson- 
dere im Zusamtnenhang mit den ©erotonergen Ef f ekben in der Ver- 
bal tenephysiologie, veirwendet warden. 




Die Beeinflussung der pnTPH erfolgt auf folgenden Wegen.: 

Eg warden spezifische Inhibitoren der neuronalen TPH-Isof ormen 
entwickelt, die auf den besclxriebenen ttiolekularen unterschie- 
den der TPH-Isof ormen beruhen, anderereeits auch Inhibitoren, 
die nicht Blut-Himeciiranken-gangig gind, Spezif'iscbe Inbibi- 
toren fiir die TPH-Isof ormen k6nnen.in vitro durch dem Facbmann 
bekannte Standard- Screeningmethoden gefunden werden, da die 
erhaltenen cDNAs dar snTPH mlt Hilf e von Express ionssyetemen 

• zur gezielten Expression der reinen Isof ormen verwendet ■ werden 
kdnnen. 

Diesen Inhibitoren kotnmen neben dera diagnostischen Nutzen auch 
therapeutische Anwendungsm6glichkeiten zu,- denn erhohte Sero-- 
tonin- Spiegel im ZNS werden bei einer viel^ahl an Komplikatio- 
nen auf gefunden. 

Die Beeinflussung der snTPH-Regulation (Aktivitat und/oder' 
Menge des snTPH) kann erf indungsgemafi auf folgenden Wegen er- 
folgen: 

Die spezifische He'runterregulierung der snTPH erfolgt mole- 
kularbiologisch mit Ribozymen, Antisense-Oligonucleotlden Oder 
durch Antisens-RNA-Expression, wobei die sequenzuriterschiede 
der laoform tnRNAs die Beeinflussung jeweils nur einer mRNA er- 
lauben. Aufierdem wird gemas der Brfindung auch mit pharmakolo- 

• gischen Ansatzen mit Hilfe spezif ischer TPH- Inhibitoren, wis 
beispielsweise p-Chlorophenylalanin oder p-Ethinylphenyl- 

• alanin, gearbeitet. 
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Die Serotoniu-Produktion wird molekularbiologiach bevorzugt 
durch gewebsspezif sciia Oberexpreasion der snTPH stimuliert, 
pharmakologiscli k6imen beispieleweise die Vorganger-Siibstaiiz, 
5-Hydroxytryptophan, oder auch stibstituierte Analoge verab- 
reicht weirden, nicht, zuletzt aber auch Serotonin selbst. 

Das erf indungsgemafie Verfahren zur Diagnostik von neuronalen 
Erkrankimgen ist dadurch gekennzeichnet , dadB e±xie spezifische 
Inhibierung der peripheren SerotoninbiosyntJaese- durchgefiilirt 
wird, nachfolgend die aus dem CKTS etaramenden Metabolitenkon- 
zentrationen bestinimt werden. und anhand einer Vergleichskiirve 
der KranWaeitsgrad ermitteltr wird. Dazu ist ,es notwendig, Sub- 
stanzen einzusetzen, die hicht Blut-Hirn-Schranken-gangig 
sind« 

Vorteilhafh iet weiterliin die Verwendung der erf indungsgetnafien 
Nukleinpauredequenzen, der erf indungsgemad^en rekombinanten Nu- 
kleins&uremolekule oder 'der erf indungsgemaiSen Aminosaurese- 
qpAenzen ztir Behandlung von Storiingen des Scblaf©/ der Angst, 
des Alkoholkonsuras, des DrogenkonsumS/ der Nahnrngsaufnahme 
und de? sexueillen. Verbal tens, dadurch gekennzeichnet-, dass der 
Serotoninspiegel durcb Modulation der Gene^ression von snTPH 
Oder veranderun^ der JUctivitat von snTPH beeinf lusat' wird. 

In einer weiteren Ausf fihrunsf orm werden die erf indungsgem&fien 
Nukleins^uresequenzen/ die erf indungsgemafien rekpmbinanten Hu- 
kleinsauremolekfile oder die erf indungsgemaJSen Aminqsaureee- 
quanzen zur Entwioklung und Herstellung eines Kornbinationspra- 
parats eingesetzt, umfasaend ein Protein nach Anspruch 2 oder* 
3 und mindestens ein weiteres Protein, insbesondere zur Regu- 
lation des Serotonin-Stof fwechsela . Neben einem herkomiTiliciieii 
Tr'agertnaterial kaim das Korabinationspraparat grundsatzlich al- 
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le vorteilhaften phaxrmazeutisch vertraglichen Proteine enthal- 
ten in einer bevorzugten AusfOhrungsf orm enth&lt das Itotnbina- 
tionspr&parat als weiteren Wirkatof f eine peripbere Trypto- 
phanhydroxylaBe =.ur gl^ichzeitigen Behandlung von neurona- . 
len/psychiatriBchen und throtnbotischen Brkrankungen wie Herz- 
Inf arkt oder Schlaganfall (periphere und die neuronale Seroto- 
ninproduXtion warden gleich=.eit:ig teeinflusst durch Erhohung . 
oder ffimiedrigung) .. In diesem zuaanunenhang iet erw.ahnenswert . 
dass bei der Anwendung von SSRI (serotonin specific reuptake 
inhibitors)-Antidepressiva in der psychopharmakologischen .The- 
raple in einigen Fallen emethafte Blutungs-Kotnpllkationen 
ixervorrufen. Durch Binsatz von Praparaten mit spezifischer 
neuronaler wirkung kann dies unterb^den warden. Demetitspre- 
chend ist eine weitere Auaftibrungafor™ der Krfindung dae be- 
^cbriebene Kombinationspraparat zur Behandlung von Blutmigse- 
pispden in der paychopharmakologischen Behandlung von Depres- 
eionen mit AntidepresBiva, die auf den Serotonin- 
Wiederaufnahme-Transporter wirken. anthaltend Antidepresaxva 
imd von willebrand-Faktor . 
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BBISPIBLB • . 

Die beschriebene Erfindung wird nunmehr durch die folgenden 
Beispiele eria.uterfc. Verschiedenartige, andere Ausgestaltungen 
werden fvir den Pachtnann aus der .yorliegenden Beschreibung er- 
eichfclich. Bs wird jedoch auedrnticklich darauf hing^wiesen, dafi. 
die Beispiele, die Beschreibimg der AbjDildungen imd die Abbil- 
dungen lediglich zur Erlautertmg vorgesehen \md nicht als Bin- 
Bchr^nkung der Erfindung anzusehen sind» 

Soweit nicht: aiiders angegeben wurde bei der experimentelle 
Durchf{ihrung ent&prechend den Vorschriften in Auaxibel et al* 
(eds)., 1998, Current Protocols in Molecular Biology. John Wi- 
ley & Sons, New York und Sambrook et al . (eds.), 1989, Molecu- 
lar cloning: A laboratory manual. CSH Laboratory Press, New, 
York" verfahren. 

AUSPtJHRUNGSBEISPIBIi 1 ' • 

UNVSRAnDERTE 5-Ha?-BXOSYiWTHESB IM ZNS VON TPH ( - / - ) MAUSEN . 

Dazu wurd'6 ein "Gene^-targeting^-Vektor geschaf f eh, der eine 
Substitution einer tranigkriptioneH aktlven neomyzinbeetandi- 
. gen Genkaasette ffir die 3 ^ -Kodierungsregion des ersten trans- 
latierten Exons des tph-Gens (Abb, lA) herbeifflhrte, urn die 
TPH-E3cpression zu deaktivieren. Mause mit einem TPH-Mangel 
wurden mit "Gene-targeting^-Standardinethoden (Walther et al. 
iT. Biol. ChBm. 273, 11867 (1998)) geschaffen, Mit PGR (Abb. 
IB) ,,und Southern Blots mit einer aulSeren (Abb. IC) und einer 
inneren Sonde, die identische ^Fragtnefite feststellte, wurden. 
die Tiere, die fur die mutierten tph-Allele heterozygot Oder 
homozygot sind, identif iziert , ' 
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Der Verlusfc yon TPH-AlctivitS.t in "gene -targeted" Mausen wurde 
z\ina.cli9t in Vollblutproben uxiter Anwendung der Hochdruckf l-Cis- 
sigkeitschxomatographie mit einem f luorimetrischen (HPLC-FD; 
Abb- ID) und" elektrochemischen. (HPLC-ECD; Abb. ID \md E) Kfach- 
weis gezexgt* Die Wildtyp- (TPH (+'/+) ) Nachkotmriensciiaf t eines 
Elternpaares und die durch Inzucht erzeugten LabormSiuserassen 
C57Bli/S imd .l2^SvJ, von denen die TPH (-/-) -Tiere abBtatnmen, 
enthaiten die * erwaxteten bohen Konzentrationen von 5-HT, wSb- 
rend bei TPH(-/-) -Tieren kein 5-HT mit diesen empf indllchen * 
Versuchen nachweisbar war. Da die Nachwelsgrenze bei Vollblut 
Spg/fil betarug^ ntusste 5-HT unter 1 % der Normal jnengen in den 
Throinbozythen dieeer MSuse betragen, 

Darviber hinaus waren gastrointestinale EnterociiroTnaf f inzellen, 
die die .Quelle .fiir die grofeen 5-HT-Pools im Vollblut sind, 
frei von. 5-HT bei TPH (-/- ) -MSuBen/. wie immunhistochemisoh 
nachgewiesen wurde (Abb, IF), wahrend -Qberraachenderweise ein- 
deutige Spuren von 5~HT (weniger als 4 % dee normalen) im 
Zw61f finger darm von TPH (-/-)- wausen unter Anwendung von HPLC 
(Abb. ID) naohgewiesen warden. 

Es i0t. h6chst bemerkenewert , dafis nur geringe R^lckg^nge der 5- 
HT-Mengen und eeines wicbtigsten Metaboliten, der S-Hydroxy- 
'indole*3-Epsigeaure (B-HIAA) , in den eerotonergenen" Projekti- 
onstoerelchen der TPH(-/-) -Maueebime zu verzeicbnen waren , die 
nur statietische Bedeutung im Hippokampus gegen^Sber TPH(+/+)- 
M&usen (Abb. IB) erreichten. Die 5-HT-Mengen von Labormaus- 
rassen (C57/BL/6 und 129SviT) unteprscheiden eich mehr voneinan- 
der in den unter euchten Hirnregionen als die 5-HT-Mengen von 
TPH(-/-)-und TPH (+/ + ) -M^usen, Jedoch enthS.lt intereesanterwei- 
se die Epiphyse von TPH (-/-) -Mausen wenigisr alp 1 % des 5-HT 
lind 5-HIAA/ das bei TPH (+/+) -M^uaen (Abb. XE) f estgestellt 
wurde. 
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Das vorhandeneein von 5-HT TPH im CNS vrarde gualitativ des 
weiteren durch immunhiBtoclietniBche Analysen bestimrat. in den 
Nudei Raphe (Abb. IQ) «aren nur minimale Unterschiede in den 
B-HT-Mengen' (Abb- XH) und der TPH-Expression (Abb. ID nach^ 
weisbar. Somit apiegelte das Targeting des tph-Gens elne uner- 
wartete Trennung der 5-HT-Biosyuthese im CNS und im peripberen 
Gewebe wider. 

um die maglichen Auswirkuugen der marginal' verSnderteii s^entra- 
len 5-HT-Mengen xxntersuchen, wurden Verhaltenaversuche an 
TPH(-/')- ^d an Kontrollmausen durchgef mirt . Es konnten in 
Blevated-plu^-maze- und Hole-board- und water-maze-Tests, dia 
auf ein mit 5-BT verbundenes Verhalten hinweisen, keine we- 
sentlicben Unterschiede im Verhalten der Tiere mit verBchiede- 
nen Genotypen tiachgewieaen werden. • • 

ausfOhrunqsbbispibl 2. ' 

IDENTIFIKATION EINBR NEORONALEN TPH. 

vexanlasat *ar<* die in Ausfarung.bei.pi.l l bepch.^™ fa- 
fc„„tni.s. wu^e n.ch de. <=rund fO. aia verblexbenda TPH- 
■Impression im Him der tph(-/-) -Ti.re gesuoht. .S» vmrd. dxe 
Bxlstenz eines ..welten. noch „l=h. enWeckten <3enstandori=,e, 
der eine oeuxoope.ifische TPH-Iso£orm to»iiert, angeno«.n a. 
die i™„unhis«<=l»emische. vera„=he (»bb. 1I>, >n.d we.tam^ots 
(Deten werden nicht angegebenl das Vorh«.de„sel= 'l"" ««- 
proteins im Him von TPHI-/-) -Tieren, in der Or«e atolich dem, 
bekannten TPH, aeigten. 

Nach dem Screening der Datenbank HighTroughput Genomic Sequen- 
ces (HTGS) der GenBankunterVBrwendung-kux.er, tran.lat.e.t.ar 
TPH-Sequen=2en ^rde ein menachlicher genomisoher Klon auf 
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Chromosom 12 (GenBankzugang AC023966). mit einetn <.f feneu Le- 
serahmen, sehr aimlich dem TPH-Bxcn.4, jedoch anders als PAH, 
das ebenfall^ am Chromosom 12' liegt, erhalten. Bine weitere 
Analyse dar Secjuenz zeigte das Vorhandensein anderer putativer 
Exone.' welterhin vairde ein genomischer Rattenklon (AC099197) 
gefunden, der auch die putatlven Exone enthalt. K3 wurden Pr.- 
m^r entwickelt, die auf Teilen dieser Seguenzen.basieren, d.e 
den Bxonan 4 und 6 der MSuae-TPH homolog aind. Damit wurde exn 
em cDNA-Fragment aua dem Him von ^ph(-/-) -M^uaen erhalten, 
das eich von den bekannten TPH, PAH und TH der Maus unter- 
scheidet. Geattit.t: auf die Sequeriz dieses Fragments wurde die 
CDNA (neuer GenBankeintrag: AY090565) der rieuronalen TPH xn^ 
voller Lange bei Verwendung von 5- und 3 -RACE gewonnen^ Dxe 
abgeleitete Axninosaureneequenz diesea Enzyme zeigt ^ine^n- 
licbkeit mit der klaaeischen Maus -TPH- Sequenz von 86 % (Abb. 




2A) - 




ward, in «inen eak«:yotisolxen Bcpreesion^vektor g.-. 

Bei *nwendung von kt-p<=R k=n=ta die Expre.elon dleeer »»eit«n 

Jden warden, die aich von der beHannten Hfihner-TPH 

unterscheidet, aowi. EST-Sequenzen .ua zebra- 

Lren EST-Se^r^enz au= elnem ZebraCi.=hoverl» (BI „«02, 

::::: ^^noxcie ^ ^^^-^ ---^ ^'^.r^z 

goneeitig .u.»<*lieS«.de und zellspe^if i.che ExP«,..=n dieaer 
SIden TPH-«=f=rn»n In wlrbeltieren aufzutreten. E. wurde 
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auch das Tiienschliche Homolog der neuen TPH-Isoform (zieuer Gen- 
Bankeintrag: AY098914) geklont und sequenziert* 

Die bereits - bekaimte TPH mRNA wurde itn Zw61f f ingerdarm und 
auch in der Thymusdriise und in der Milz nachgewiesen, jedoch 
• nicht im Hirn, unfcer Anwendung von 20 /ig Gesamt-RMA in RNase- 
Schut2v6rsuchen, epeziell fUr die beiden TPH-Isof ormen (Abb. 
2C) . Im Gegeneatis dazu ist di^ neuronale TPH aussclxliefilich im 
: JHim nachweisbar und wird dort stark exprimiert (Abb. 2C) . Da- 
her vrird die klapeieche TPH als periphere TPH, pTPH, und das 
neue Enzym als neuronale TPH, snTPH, bezeichnet . 

^^2^^^ Darfiiber hinaus unterst^tzt auch die Analyse von P815 mRNA eiiie 
sicli gegenseitig aussclilieSende zellspeziflscbe £:xpres&ion von 
snTPH und pTPH> . da nur pTPH mRNA, jedoch nicht snTPH mRNA, . 
diirch spezifische RNAse-Schutzversuche nachgewiesen werden 
kann (RPA, Abb. 2D) , wobei des weiteren nachgewiesen wurde,. 
warum Anti-TPH-Antisereh, die gegen P815 TPH erzeugt wurdezi, 
nicht das Himstammenzym nachweisen konnten. Gemafi der sich 
gegenseitig ausschlieSenden zellspezif ischen Expression wird 
vorliegrend gezeigt, daas Mengen von snTPH tnRNA im Him von 
TPH (-/-) -MSLuaan nicht beeintrSLdhtigt werden (Abb* '2B) » Des 
weiteren weiaen das Mittelhim und Pone von den gesamben RNA- 
Prpben von Kontrolltieren, die in den RPAs verwendet wurden,. 
etwa 50 Mai mehr snTPH auf , als pTPH mRNA (Abb- 2F) , 

. Somit zeiigen die Ergebniase BXi TPH{-/- ) -Mftusen, dass 5*HT im 
ZNS und peripheretn Gewebe durch zwei unabhSngig gesteuerte 
aerotonergene Systeme synthetisch hergeatellt wird/ definiert 
durch TPH-Isof ormen, die von verschiedenen Genen mit sich ge- 
genseitig au3SchlielSenden gewebespezif ischen Expressionsmu- 
stem kodiert wurden, was leicht viele friiher ratselhafte Da- 
ten erkiart . 
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Beschreibiing der Abbildungen 
Abbildung'l 

Ziichtung von TPH{-/«)Mausen und quantitative Bestiinmung von 
Trp land 5-HT ira peripheren Gewebe und von Trp, 5-HT und 5-HIAA 
in auegewalilten Hirnbereichen unter Verwendung von HPLC-FD und 
immunhistochemiscKer P&rbung (A) Schematieche Darstellung des 
Targefcing-Verf ahrdne. Die ersten vier der 11 Exohs des TPH- 
Gens werden .dargestellt . Das Knockoutkonstrukt (KO) wurde 
durch die bomologe Rekorabinaticn in ein Allel voii ES-Zellen 
integriert, wobei das erste Kodierungsexon (Exon 2) dee .TPH- 
Gens zerstSrt wurde. Des weiteren enthJLlt die integrierte 
Neomyzinbestandigkeitskaasette (neo^) eih Transkriptionsbeen- 
digungsslgnal (pA} . Die Positionen der analytischep. PCR- 
Amplicons far die Identif iziening der wilden vmd der KO-Allel 
werden angegeben sowie die Positionen der iimeren und aufieren 
Sonden und die Eco RX-stellen (fett Rl) , die f^ir iSouthern Blot 
verwendet werden. Verengungsstellen: Rl: Eca Rl; Hd: Hind XII; 
Bm: Bain HI; Sc: Sao I. (B) Agarosegelelektrophorese analyti- 
echer PCR-Produkte. Wie in- (A) angegeben, weist der PCR- 
Versuch an wilden Tieren ein 1.1 kb-Pragment nach, wdhrend 
das KO-Allel als 1.3 kb-^^agment nachgewiesen wird- (C) 
Southern Blot von Eca RI~verdauter genomischer DNA. Wie in (A) 
angegeben/ weisen beide. Sonden bei wildlebenden Tieren ein 10 
ki) Eqo RX-Fragment nach/ wfthrehd bei KO-Tieren eih ktirzeres 8 
kb-Pragmant nachgewiesen wird,. aufgrund der Eaa Rl-Stelle, die 
in der Neomyzinbestatigkeitskassette enthalten ist. <D) Trp 
und 5-HT im Vollblut und Zw51f f ingeydartn von 129SviT, C57BIi/6, 
TPtt(-/-) tind TPH (+/+) -Mausen, n.d. , unterhalb der Nachweis- 
grenae des (< 5 pg//xl) . etatistisch signifikant (p < .0,05), 
verglichen Tuit alien anderen untersuchten Mauselinien. (E) 
Trp, 5-HT, and 5-HIAA im Ammonehorn und Front alkort ex, zwei 
serotonergene Projektionsbereiche von 129Svj; C57BL/6, 
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TPH (-/-), und TPH(+/+) -Mausen uhd in der Epiphyse von 
TPH(-/-) und TPH(+/+) -MauBsn *, statist isch signifikant (p < 
0.05), im Vergleich zu alien anderen untersuchten IVl^uselinien- 
+ , statistisch signifikant (p < 0,05),, im Vergleich %u 
TPH (+/4-) -M^usen,^ jedoch nicht zu anderen Labormauslinien, (F) 
rnimunhistochemiacher Vergleich von 5-HT im Zw61ffingerdarm von 
TPH(-/-) (links) und Wildtyp (rechts) Mausen. Bine Anti-5-HT- 
FSrbung fehlt in Zwdlf f ingerdarmschnitten von TPH(-/-) Mausen, 
wahrend Enterochromaf f inzellen bel TPH (+/+) -M&usen eine starke 
Farbung zeigen. (O - I) Itnmxmhistochemischer Vergleich von 5- 
HT (K) und TPH (F) in Nuclei Raphe von TPH(-/-) (links) und 
Wildtyp (rechts) Mftuaen, (G) Schematische Darstellung der F1&- 
che der Vibratomschhitte, Kleiniea Nebenbild: der yertikale • 
Strich zeigt die Position bei seitiicher Ansicht .des Hirna.- 
Grofies Nebenbild: Zoom der gefarbten isereiche'v wie auf (H) und 
(1) dargestellt* 4ns Nervus trochlearis oder seine Wurzel; 
DRD: Dorsaler nucleus raphe, dorsaler Teil; DRV; Dorsaler 
nucleus raphe, ventraler Teil; DRVL: dorsaler nucleus raphe, 
ventrolateraler Teil; mlf : medialer L^ngsf asciculus MnR: 
Mittlerer nucleus raphe; PMnR: paramittlerer nucleus raphe ; 
'scp: Pedunculus cerebellaris superior (brachium conjunctivnra) . 
(H) Ant i- 5-HT -Parbung. von TPH(-/-) und tph(+/+)* -Mausen. (J) 
Anti-TPH-parbung von TPH(-/-) und TPH(+/+) -MgLusen. 

Abbildung 2 ' 

Sequenz und Expression von Maus-snTPH- (Mus mueculus) , (A) Der 
Seguenzvergleich der abgeleiteten Aminosaurensequenz von snTPH 
bis pTPH zeigt die hohe Homologie beider Enzyme miteinander, 
bei h6chster Ahnlichkeit- im katalytischen Bereich (aa 149 bis 
450) . (B) Umgekehrte Phas an -HPIiC~PD-Chromatogramme der TPH- 
Aktivitatsversuche. (Oben) Nichtransf izierte COS7-Zellen. 
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(Mibte) C0S7-Zellen, vorixbergehencL mit einem eukaryotischen 
Expreseionsvektorr der die Maua-snTPH cDNA enthait , ' transf i- 
ziBrt. (Unten)- P815 Mauamastozytorazellen mit einer hohen :endo- . 
genen i*PH-Aktivit&t . 5-hydroxyliertes Tryptophan (5-HTP) elu- 
iert mit einer Verweilzeit von 5 Min, (C) RNase-Schutzversuche 
mit spezifischen Sonden fiir die zwei Isoformen zeigen die An- 
wesenlieit von pTPH mRNA im zwolf f ingerdarm, der Thymuedruse 
und in der Milz von Wildtyp-Tieren, jedocb nicht bei TPH(-/-)- 
Mausen, anTPH mRNA ist aueschliefilich im Hirn vorhanden, \mab- 
hSngig. vom Genotyp (D) RNase-Schutzversuche speziell fCir snTPH 
(Bahn 1-3) und pTPH (Bahn 4-S) : Balm 1:30 M9 Him-RNA, B^hn 2: 
30 tig Zwdlf f ingerdarm-RNA, Bahn 3:. 30 {ig P815 RNA, Bahn 4: 80 
lig Hirn-RNA, Bahn 5: 80 /xg Zwdlf f ingerdarm-RNA, Bahn 6: 10 ^g • 
P815 RNA, P815-Zellen exprimieren sehr hohe Mengen an pTPH 
mRMA/ jedoch keine nachweisbare ianTPH inRNA, (E) . Die quantita- 
. tiv© Bestimmung von snTPH mRNA in Hirn-RWA von Wildtyp-Tieren 
und TPH ( ) -Maueen, unfcer Anwendung dea Ranse -S chut zyer such©/ 
ze±gt keinen Binflufi der pTPH- Ablation. fi-Actin mRNA wurde als 
intemer Standard verwendet . (P) Vergleich von pTPH .(link's) 
und snTPH mRNA (recbts) in Pons und der Mittelhirn-RNA von 
Wildtyp-Tieren. Bahn 1-3: 50 ixg RNA fiXx pTPH, Bahn 4-6: 30 /zg 
RNA f^lir snTPH. JS-Aktin mRNA wurde als intemer Standard ver- 
wendet ♦ 
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SEQ ID No'. 1* cDNA-SequBiiz der neuronalen Trypfcophan- 
hydroxylase (nTPH) des Menschen (Homo sapiens) ^ 

1 cattgccctt cagcaccagg gttctggaca gcgcccpaag caggcagctg atcgcacgcc 
€1 ccttcctctc aatctccgcc agcgctgcta ctgccectct agtacqcqct gccgcagaga 
121 aagaatatta caccgggatc catgcagcca gcaatgatga tgttttccag taaatactgg 
181 gcacggagag ggtt-ttccct ggattcagca gtgcccgaag agcatcagct acttggcagc 
241 tcaacactaa ataaacctaa ctctggcaaa aatgacgada aaggcaacaa gggaagcagc 
301 aaaagtgaag ccgctaccga aagtggcaag acagcagtcg ttttctcctt gaagaatgaa 
361 gttggtggat tggtaaaagc actgaggctc tttcaggaaa aacgtgtcaa catggttdat 
421 attigaatcca ggaaatctcg gcgaagaagt tctgaggttg aaatctttgt ggactgtgag 
481 tgtgggaaaa cagaattcaa tgagatcatt cagttgctga aatttcaaac cactattgcg 
541 acgctgaatc eteqagagaa cctfcttggaca gaggaagaag agctagagga tgtgccctgg 
601 ccccctcgga agatctdtga gttagacaaa tgctctcaca gagctctcsat- gtatggttat 
661 gagcttgatg ctgaccaccc aggatttaag gacaatgtct atcgacagag aagaaagtat 
721 cccgtggatg tggccacggg ttataaatat ggtcagccca ttcccagggt ggagtatact 
781* gaagaagaaa ctaaaacttg gggtgttgta ttccgggagc tctccaaact ctatcccact 
841 catgcttgcc gagagtattt gaaaaacttc cccctgct:ga ctaaatactg tggotacaga 
901 gaggacaatg tgcctcaact cgaagatgtc tccatgtttc tgaaagaaag gtctg^cttc 
961 acggtgaggc cggtggotgg atacctgagc ccacgagact ttctggcagg actggactac 
1021 agagtgttcc actigtaccca gtacatccgg catggctcag aCCCCCCCta caccccagaa 
1081 ccagacacat gccatgaact. cttgggacat gtfcccactac? ttgcggatcc taagtttgct 
1141 cagttttcac aagaaatagg tctggcgtct , ctgggagcac cagatgaaga tgttcagaaa 
1201 ctagccacgt gctatttctt cacaatcgag tttggccttt gcaagcaaga agggcaactg 
1261 cgggcatatg gagcaggacjt cctttcctcc attggagaat taaagcacgc ccttfcctgac 
1321 aaggcatgtg tgaaagcctjt tgacccaaag' acaactfcgct tacaggaatg ccttatcacc 
13 8X accccccagg aagcccactt tgtttcagaa agtttt;gaag aagccaaaga. aaagatgagg 
1441 gactttgcaa agtcaattac ccgtcccttc tcagtatact tcaatcccta cacacagagt 
1501 attgaaattc tgaaagacac cagaagtatt gaaaatgtgg tgcaggacct tcgcagcgac 
1561 ctgaatacag tgtgtgatgc tttaaaaaaa atgaaccaat atctggggat ttgatgcctg 
1621 gaactatgtt gttgccagca tgatcttttt ggggcttagc agcagttcag tscaatgtcat 
1681 ataacgcaaa taaccttetg tgccatggct tggctaataa gcatgcaatt ccatatatct 
174 X acaccat'Ctt gtaactcact gtgttagtac ataaagcacc ataagaaatc caatggcaga 
18 01 taacctgaaa Caacgtatta tgtttaaaca ccttaaaaag atfctgacatt cctgcttagt 
1861 gtccttaacc aaactgcatc tagttaaaat tcgtaacaaa tagccctctc augagbctca 
1921 tttatgccct tttdtttttc agatctaagc ctttcctctg tgttcat:t:ag ataaaatgaa 
1981 aaaaagcagt gaagctgfctt ccattictcaa tagtatcagt gttttcacgc attatttgag 
2041 ataaacccag aattgtagga aacttcccat cacaataaca aaggttcaat attctatttc 
2101 aaaaattgtt gaggcaacac agcagttgga acgattttta ggttgagtat ttacacaatg 
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2161 caagaaaaca cctttttaca aatggaatta tgtaggttgc gttgaccttg tagaacctga 
2221 gttatgacaa gcttcctgaa gtattttgga agatagtact tccggaaagg acattaggaa 
2261 agactaaaca gcggacaatc aaticttggga ctatgaattt tatgctggaa: taaagtaaat 
2341 tatcatgttc 

SEQ ID No. 2: Aminosauresequenz der neuronaien Tryptophan- 
hydroxylase (nTPH) des Menschen (Homo sapiens) 

lVlQPAiyny[MFSSKYWARRGFSLDSAVPBBHQLLGSSTLN 
DDKQNKQSSKREAATESGKTAVWSLKNEVGGLVKALRLFQEKRVl^ 
SSEVBIFVDCECGKTBFNELlQiiliKPQTTIVTljNPPEN^ 
LDKCSHRVIiMYGSELDADHPGFKIDMVyRQRRK^ 

twgvvtrelskijypthacrbylknfplltkycgrrednvpqlbpvsmplk^ 
pvagylsprdflaglayrWhctqyirhgsdplytpepdtghellqhvplii^ 

FSQBIGLASLGASDBDVQKLATCYPFTlEFGXiCKQEGQLRAYQAQLLSSlGEIiKHALS 

DKACVKAFDPKTTCLQECLITTPQBAYPVSESFEEAKEKMRDFAKSITRPFS 

TQS IBILKDTRS lElSrVyQDIiRSDIiNTVCDAIiNKMNQ^ 

SEQ ID No. 3: cDNA-Sequenz der - neuronaien Tryptophan- 
hydroxylase (nTPH) der Maus (Mus thusculus) 

1 cactgctctt. cagcaccagg gttctggaca gcgccccgag caggcagctg ccactgcagt 
61 tcctccttca tctctgccaa ggccgccccc ctggtccccc ctgctgctga gaaagaaaat 
121 tadatcggga gccatgaagc ccgcaatgat gaCgtttfccc agtaaatact gggccaggag 
181 agggttgtcc ttggattctg ctgtgccaga agatcatcag ctacttggca gcttaacaca 
241 aaataaggct atcaaaagcg aggacaagaa aagcggcaaa gagcccggca aaggcgacac 
301 cacagagagc agcaagacag cagttgtgtt ctccbtgaag aatgaagttg gtgggctggt 
363, gaaagcactt agactattcc aggaaaaaca tgtcaacatg cttcatatcg aatccaggcg 
421 gtcccggcga agaagttctg aagtcgaaat cttcgtggac tgcgaatgtg gcaaaacgga 
481 attcaatgag ctcacccagc- tgctgaaatt tcagaccacc attgtgaccc tgaatccgcc 
541 tgagagcatt tggacggagg aagaagatct cgaggatgtg ccgtggttcc ctcggaagat 
601;Ctctgagtta gacagatgct ctcaccgagt cctcatgtac ggcaccgagc ttgatgccga 
661 ccatccagga tttaaggaca atgtctatcg acagaggagg aagtactttg tggatgtggc 
721 catgggccat aaatatggtc agcccattcd cagggtcgag tacacagaag aagagactaa 
781 aacctggggt gttgt^ttcc gggagctctc caaactatac ccgactcatg cttgccggga 
841 gtaccbgaaa aacct.ccccc tgctgaccaa gtaqtgtggc kacagggaag acaacgtgcc 
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• r * 901' gcaactggaa gacgtcccca tgfcttctgaa agagcgatct g^cttcacag tgagaccagt 

ggctggctao ctgagcccaa gagacttcct ggcgggcctg gcccacagag tattccactg 
XOZX cacccagtac gtgcggcatg gctccgacoc cctctacacc ccggaaccag atacatgcca 
1061 tgaactcttg ggacad^tgc cactgcttgc ggatcccaag tttgctcagt tittccaaaga 
1141 gataggatta gcgtctcbgg gagcctcaga tgaggacgct cagaaactag ccacgtgcta 
1201 tttcbtcaca atcgagcccg gcctttgcaa gcaa^agggt caactgcggg cgcatggagc 
1261 agggttactt tcgtccatcg gagaattgaa gcatgctctfc tccgacaagg cgtgtgtgaa 
1321 atccbttgac ccaaagacga cctgcttgca ggaatgccta atcaccacct ttcaggacgc 
1381 ttactttgtt tcggacagtt ttgaagaagc caaagaaaag atgagggacc fctgcaaagtc 
I44i. aattacccgc cccttctcgg tacacttcaa ccgctacacg cagagcattg aaattctgaa 
1501 agacaccaga agtattgaga acgcggtgca ggacctgcgc agtgatCCga acacagcgtg 
1561 tgatgcetcg aataaaatga acoaatatct ggggatctga tgcctagaac cagagttatt 
1621 gtcagcatga gctettgggg ggtgtageaa caatgcagtc aatgttatcc aacatcaaca 
1681 actttctgtg tcatggttgg ctagtaagca tgcaattctg tatgtccata cctctgtgta 
1741 acttaataac acaaaaacgc tctaaagaac ceatgcagat aaccactcac catttgaaag 
1801 attgtgatcc tattcggaca tctcaagtag agttgacatt rctgattagc gaacaaactg 
1861 ttaacttaag caaaetgtga ctttgaaatc tgtagcaaac atfccctcgca caattccagt 
1$21 cggtgagttg tggaactttt cttccttgga cctgagactt tcctctgtgt tcattagata 
1981 aaatgaaaat agttgggagg tggtttctat tttcaatagt atccgtgtta tttgagataa 
2041 actagagttg ctccacgctt tgcatcacag caacaaagga tttaatattc tacttcagaa 
2101 gctgfctcaga aacacagcag ttgggatgga tgtagactga gtgctcagac aatgcaagca 
21S1 aagaaaagtt ttgataaaca ggatatatag gttgtactga cctcgttgaa accaatttgc 
2221 ggcaagcttc ctgaagagct tctggaagga aacacttgaa caaagaatat tcgggaagct 
i2281 taaacagaag ggatgaaaat cttggaactg tgaatgcact gttaggatag agtgaattat 
3341 cactgcaggc ttttgactcc ttttgcttag actgagaacc tcaaatccca cagggatgta" 
3401 aataccatct ctgattccaa agagttggag acggagtcgt agagaaacaa agggatttgc 
24 61 fctcagttagg tctgatgaga tgtgccatgg tcataagcca ctgacctttt atgttggaca 
2521 tctgacaagt ctactgcagt gtacatgcat gtttatgtat tgacacagaa agaaaattat 
2581 tgcttataaa atgaatgctt ctcaataaac agaatcttgc ccccaaaaaa aaaaaaaa 

^^^B SBQ ID No. 4: AttiinosAuresequenz der neuronalen Tryptophan- 
hydroxylase (nTPH) der Mau3 (Mus musculus) 

MQPAMMMFSSKYWARRGIiSLDSAVPEDHQLLGSLTQNKAI^ 
KKSGKEPGKGDTTESSKTAWFSLKNBVQGliVKALRLFQEKm 

EVEIFVDCECGKTEFNBLIQLLKFQTTIVTLNPPBS IWTEEEDLBDVPWFPRKISELD 
RCSHRVIilVr^GTELDADHPGFKDNVy RQRRKYFVbvAM PRVE YTEEETKTW 

GVVTRBLSKLYPTHAGREYLKNLPIiLTKYCGYRBDlvrVPQIiEDVSM 
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J?W3YLSPRDFIJ«5I^YRVFHCTQYVRHGSDPLYTPEPDTCHELLGHVPLLJ^ 
QElGliASLGASDEDVQKLATCYFFTIEFGLCKQEGQLRAYGAGLtSSIGELK^^ 
ACVKSFDPKT1'CLQECLITTFQDAYF^SDSFEEAKEKMRDFAI<SITRPFSV^ 
■S lEI LKDTRS I ENWQDLRSDLNTVCDALNKI4NQ YLGI 

SEQ ID No, 5: cDNA-Sequenz der neuronalen Tryptophan- 
hydroxylase (nTPH) der Ratte (RahtuB norvegicus) 

1 cagggttctg gacagcgcct cgagcagcca gctgccgctc acctitcctcc tacatctctg 
61 ccaaggctgc ccctctgatc ccccctgctg ctgagaaaga aaattacacc gggatccatg 
121 cagcccgcaa tgatgatgtt ttccagtaaa tactgggcca ggagagggtt gtccttggat 
181 tcagcggtgc cagaagagca tcagatactt ggcggcttaa ciacaaaataa ggctaccgct 
241 agcaaaagcg aggacaagag aagcggcaaa gacacttcgg agagaagcaa gactgcggtt 
301 gtgttctccc tgaagaatga agttggcggg ctggtgagag cactgagact cttccaggaa 
361 aaacacgtcia acatgctcca tapcgaatcc aggaggtccc ggcgaagaag ttccgaagbc 
421 gaaatct'tcg tggactgtga atgtggcaaa acagaattca acgagctcat tcagttgctc 
481 aagtttcaga ccaccattgt gacgctgaat ceacctgaca acatttggac ggaggaagaa 
541 gaactagagg atgtgccgtg gctccctcgg aagatctctg agttagaciag atgctctcac 
601 agagtcctca tgtacggcac cgagcttgac gccgaccacc caggatt^caa ggacaacgtc 
661 ta^tcgacaga ggaggaagta tfcttgtggat gtggccacgg gttataaata tggccagccc 
721 attcccaggg tggaatacac agaagaa<gag actaaaactt ggggtgttgt gtttcgggag 
781 '.ctctccaaac fcctafccccad tcatgcttgc cgagagtace tgaaaaactt ccccctgctg 
841 accaagcact: gcggctacag ggaagacaac gtcccgcagc tggaagacgt: ctccatgttt 
• 901 ctgaaa^agc gatctggctt cacagtgaga ccagtggctg gctacctgag cccaagagac 
961 ttcctggctg ggctggccta cagagtattc cact9ca,ctc agtacgtgcg gcatggctcc- 
1021 gaccccctct acaccccgga accagacaca tgccatgagc tcctgggaca tgtgccactg 
.1081 ctggcggatc ccaagttcgc tcagttttct caagaaatag gettagcctc tctgggagcc 
1141 tcagatgaag acgttcagaa actggccacg tgctatttct tcacaatcga gttcggcctt 
1201 tgcaagcaag aaggtcaact gcgggcgtac ggagcagggfc tactttcctc catcggagaa 
1261 ttgaagcatg ctctttctga caaggcgtgt gtaaaagcct ttgacccgaa gacaacctgc 
1321 ttgcaggaat gcctaatcac caccttccaa gatgcttacc ttgtttctga aagttttgaa 
1381 gaagccaaag agaagatgag ggattttgca aagtcaatta cccgtccttt » ctcagtatat 
1441 ttcaacccct acacacagag cattgaaatt ctgaaagaca ccagaagtat cgagaatgtg 
1501 gtgcaggacc tgcgcagtga tttgaacacc gtgtgcgacg ccttgaataa aatgaaccaa 
1561 tatttgggga tttgagccta ttgtcagcac gagatcttgg gggcttagca acaatgcagt 
1621 caatgttatc caacataaac aactttctgt gtcatggcng gctagtaagc atgcaattcc 
1681 atgcgtctafc acctctatgt, aacttaacat acaaaaatga cctaagaaac ccaggcagat 
1741 gaccattcag cattttaaag attgtgatct atttgaacat ctcaagtaga tttgacattt 
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laoi ctgattagtg agcaaactgt aacttaagca aactgtgtct ttaaaatttg tagccaacat 
1861 tcctcacaca attccagctg ctgagtcctt gaccttttct tccttggacc tgagtctttc 
1921 ctctgtgttc attagataaa atgaaaacag ttgggaggtg gtttctactt tcaatagtat 
1981.tggtgttctc tgagataaac tagagttgct ccaagcttqg catcacagta acaaaagatt 
2041 taatatttta cttcagaagc tgttcagaaa cacagcgatt ggaatgaatc tggactgagc 
2101 gtttagacaa tgcaagaaaa gaaaaatttt gataaacagg atatatagat tgcactgacc 
2161- ttgttgaaac caatttgtgg taogcttcct gaagtgcttc cggaaggaaa cactttgaca 
2221 aagaatattt ggaaaggtta aacagaaggg aagaaaatcfc tggaactgtg aatgtgtcac 
2281 tagaataaag tgaattatca gtgcaggtgt gactcctttc tcctacacfcg agaaccccaa 
2341 accctgcagg gatgtgagca ccatdtctga ttccgaagat ttggaaaccg agtcacagag 
'2401 aaacaaaggg atttgcttca gttaggtctg ttggctgggg gtgcagtcat aatccccccc 
2-161 ccccnttatg ttggacttct ggcaagtcta ctgtagtgta cacgcgggtt tatgtatgga 
2521 caaaaaaaga aaactaatgc gtataaaact aatgcttctc aataaacaga aacttgcccc 
2581 c ^ ' 

SBQ ID No, 6: Aminos&uresequenz der neuronalen Tryptophan- 
hydroxylase (hTPH) der Ratte (Rattus norvegicue} 

.MQPAMMMFSSKYWARRGLSIiDSAVPEEHQIJliGGLTQN^ 
EDKRSGKDTSBSSKTAWFSLKNEVGGLVRAIiRLFQEKHVl^ 

IFVDCECGKTEFNEL IQLXiKFQTT JVTLjNPPDNIWTEBBBLEDVPWFPRKI SELDRCS 

HRVLMYGTBLDADHPGPKDlSFVYRQRRKyF^ PRVEYTEEBTKTWGW 

FRBLSKLYPTHACREYLKNPPLLTKyCGYREDNVPQIiEDVSMFLK^ 

LSPRDPIiAGLAYRWHCTQYVRHGSpPLYTPEPDTCHELLGHVPLtLADPKFAQPSQEl 

GIiASLGASDEDVQKI^TCYFFTIEFGLCKlQEGQLRAYGAGLliSSlGELK^^ 

KAFDPKTTCLQECLITTPQDAYPVSESPEEAKEKMRDFAKSITRPFS^^ 
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1. Isolierte Nukleinsaureseqpienz, die fflr ein Polypeptid mit 
neuronaler Tryptophanhydroxylaeeaktivitat kodiert, ausgewahlt 

aus der Grappe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mife der in SEQ JD Noi 1, SEQ 
ID Nor' 3 Oder SEQ ID No: 5 (DNA-SEQUEIjJZ MENSCH, MAUS, 
RATTE) dargestellten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des dege- 
. .nerierten genet ischen Codes von der in SEQ ID No: 1, SEQ 

ID No: 3 Oder SEQ ID No: 5 dargestellten Nukleinsaurese- 
quenz ableiten, ' " 

c) Derivate der in SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 3 oder SEQ ID' 
No: 5 dargestellten Nukleins&ureeequenz, die fUr die Poly- 
peptide mit der in SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 4 Oder SEQ ID . 
No: 6 (AMINOSAURBSBQUEiiz MENSCH/ MAUS, RATTE) kodieren lind 
iiiindestens 80% Homologie auf 7\minos§ureebene aufweisen, 
ohne daS die biologisohe Aktivitat der Polypeptide wesent- 
lich redu^iert ist, 

d) einer huraanen genomischen Nukleinsauresequenz , welche 
dae Gen f^r ©n-TPH enthalt und PolymorpliiBmen auf welst . 

2 . Atninosauresequenz codiert durch eine Nukleins&uresequenz 
g[em, An^pruch 1. 

.... / 
3* Aminosauresequenz haeh Anapruch 2, codiert durcli die in SEQ 
ID No: 2, SEQ ID No: 4 Oder SEQ ID No: 6 dargestellte Sequenz. 

4. Rekombinantes Nukleinsauremolekiil enthaltend eine Nuklein- 
sauresequeiiz gemafi Anspmch. 1 oder Teile dieaer NukleinseLure- 
seqeunz, wobei die Nukleinsauresequenz in Antisense oder Sen- 
se-Richtung mit einem oder mehreren Regulationssignalen ver- 
kniipf t iet . 
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5. vektor enthaltend;eine Nukleinsauresequenz getoas Anspruch 1 
Oder ein rakoinbinanbea Ntikleinsauremolok&l- gemas Anspruch 4. 

6. Rakombinanter: prokaryonbischer oder aukaryontiacher 
Wirtaoirganiamua enthaltend mindestens eine Nukleinsaura^equenz 
getnafi -Anspruch 1 oder mindestens ein rekombinantes Nukleinsau- 
remoliskill gamaJS Anapruch 4 oder mindeatena einen Vektor gem&S 
Anapruch 5 - 

7. Rekorabinanter prokaryontischer oder eukaryontischer 
Wirtsorganismus nach Anspruch 6, wobei ea eich bei dem Orga- 
niamuB urn einen Mikroorganiamus Oder ein Tier handelf. 

8 . verwendung eines Proteins getnSS Anspruch 2 oder von Peptid- 
fragraenten davon ala Antigeii zur Brzeugung von spezifischen 
poly- Oder monoklonalen Antikorpem oder Ant?.k6rpargemischen 
gerichtet gegen Proteine gem&fi Anaprucli 2 oder 3 , 

9/ Polyklonale oder monoklonaXe AntikSrper oder Antikorperge- 
rtiische, die spezifische Proteine nach Anspruch 2 oder 3 erken- 



nen. 




XO. verwendung einer NukleinsSiuresequenz gemas, Anspruch 1, ei- 
nes rekoinbinanten Nukl.einslkurem9lekuls gemafi Anspruch 4 oder 
einer Aminosauresequenz gemaiS Anspruch 2 .oder 3 zur Identifi- 
zierung/Auf f indung von Proteinen, die zu einem Protein, das 
durch die Aminoaauresequenz gem&S Anspruch -2 codlert wird, 
spezifische Bindungsaf f initaten aufweiseh, oder zur Identifi- 
zierung von Nukleinsauren, die fOr Proteine kodieren, die zu 
einer Aminosauresequenz gemas Aiispruch 2 oder 3 spezifische 
Bindungsaf f initaten aufweisen. 
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11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekeiinzeichnet, dass 
das Two-Hytorid- System verwendet wird. 

12. Verwendung elner Nukieinsfturesequenz gem- Anspruch 1 oder 
eines Fragment es. davon zur Isolierung einer genomischen Se- 
.quenz' Ober Homologiescreening , 

13. Verwendimg einer Nukleinsaureaequenz gemafi Anspruch 1 als 
Marker fur humane Erbkrankheiten. 

14. Verwendung einer Nukleineauresequenz gem&fi Anspruch 1, ei- 
nes rekombinanten Nukleinsauremolekflls gemas Anspruch 4 oder 
eines Fragments von diesen zur Gentherapie. 

15. verwendtmg einer DNA-Sequenz nach, Ansparuch " i oder eines 
Proteins nach Anspruch 2 oder 3 zur Beeinf lussung des Seroto- 
ninspiegels durch spezif ische Regulierung der snTPH- Aktivi- 
t^ty-Menge. 

16- Verwendung einer Sequenz nach Anspruch 1 oder eines Pro- 
tein© nach Anspruch 2 oder 3 'zur Diagnostik sowie zur Behand- 
lung von neuronalen Erkrankungen, dadurch gekennzeichnet/ dafi 
die Serotoninproduktion durcfi Beeinf lussung der snTPH- 
Aktivitat erhoht o.der eniiedrlgt wird- 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS 
sine spezifische Inhibierung der peripheren Serotoninbiosyn- 
t^hese durchgef^ihrt wird, nachf olgend die aus dem CNS stammen- 
den MetzsLbolitenkonzentratiohen bestiramt werden und anhand ei- 
ner Vergleichskurve der Krankheitsgrad ermittelt wird. 



Datum 16*07.02 11:54* FAXG3 Nr: 548905 von NVS:FAXG3.I0.p101/03094892271 (Seite 32 von 41) 




18. ' VerfahLxen zur Behandiung neuronaler Brkrankimgen nach An- 
spruch 16, dadurch gekennzeichnet , dafi die Serotoninproduktion 
durch gewebsspezifische tJberescpressi.on von snTPH erh6ht wird. 

19. Verfahren zur Behandlimg neuronaler Erkrankungen nach An- 
spruch X8, dadurch gekennzeichnet , daS di^ Serotoninproduktion 
durch Zugabe der Vorgangersxitostanz S-Hydroxytryiptophan erhdht 
wird. 

20. Verfahren zur Behandlimg neuronaler Erkrankungen nach An- 
spruch 18, dadurch gekennzeichnet , dafi die Serotoninproduktion 
durch Zugabe von substitutierten Analoga von 5- 

Hydroxy tryptophan erhfiht wird.. 

21. Veirwendung zur Behkndlung neuronaler prkrankungen nach An- 
spruch 16/ dadurch gekennzeichnet , dafi die Serotoninproduktion 
durch Ribozyme emiedrigt wird. 

22. Verwendmig zur Behandlung neuronaler Erkrankungen nach An- 
spruch 16/- dadurch gekennzeichnet , daS die Serotoninproduktion 
durch Antisense-Oligonukleotide erniedrigt wird. ' 

23 . Verwendung zur Behandlung neuronaler Erkrankungen nach An- 
spruch 16, dadurch gekennzeichnet , daS die Serotoninproduktion 
durch Antis^nserRNA-BxpreBsipn erniedrigt .wird, 

24. Verwendung zur Behandlimg neurorialer' Erkrankungen nach 2Ui- 
.spruch 16, dadurch gekennzeichnet • dafi die Serotoninproduktion 
rait Hilfe spezifischer TPH- Inhibit or en wie p-Chlorphenalalanin 
Oder p-Bthinylphenylalanin emiedrigt wird. 

25. Verwendung einer Sequenz nach Anspruch l oder eines Pro- 
teins nach Anspruch 2 oder 3 zur Behandlung von Storungen des 
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SchlafB, der Angst, des AlkiohollconsumB, des Drogenkbnsums , der 
Nahrungsaufnaliine oder dee sexuellen Verhaltens, dadurch ge- 
kennaeiclmet , .dass der Serotoninspiegel durch Modulation der 
Genexpreisaion von sixTPH beeinflusst wird. 

26. Kombinationspraparat/ umfassend >ein Protein nach Anspruch 
2 Oder 3 und mindestens ein weiteres Protein, inebeaondere zur 
Regulation des Serotonin-Stof fwechsele 

27. Kombinationspraparat nach Anaprucb 26, dadurcb gekenn- 
zeichnet , dais das weitere Protein eine periphere Tryptophakihy- 
droxylasa . ist . 

28. KombinationaprSparat nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die periphere und gleichzeitig die neuronale. ^ 
Serotoninproduktion erh6ht oder emiedrigt wird. 

29. Kombinationspraparat, nach Anspruch 26 zur Behandlung -von 
Blutungsepisoden in der psychopharmakologischen Behandlung • von 
Depressionen mit Antidepressiva, die au£ den Serotonin- . 
Wiederaufnahme-Transporter wirken,. enthaltend Antidepressiva 
und von Wiliebrand-Faktor . 
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qs49cy>vv4. nescBCpeg xa..*obx« sx.suaius ..A.vn.niv 



RZftCKQECLX MPQJ>VWV8 BSrBUBBCU BSEUCrvn 

ggcvm^ccu srrpDaxws DSnnuccsit tmwucUTRV vsvxnnoRa 

K. .C.pnXZ TtFOD-TFVa «¥Kt»It«Jtt» fc+Kklftt+.tW tf. iRtfB 



OTpviiSlDBCWS rCS»l«IW6W< W WMP W "•^^ 
sxsxziXBnts znfWQBUU xiUnmcnUtt UbtoVtcaC 40B 

»t4^tn.a x.-».+.-«a. oa>-.-^.roL. 
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